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太陽光に含まれる有害紫外線 B (280-320 nm; UVB) による障害の一つに DNAの損傷が挙
げられる。中でもシクロブタン型ピリミジン二量体  (CPD) は、UVB による植物の生育障
害の主要因である。植物は、UVB によって誘発された CPD を主に CPD 光回復酵素による
光修復機構により修復しているが、イネにおいては CPD 光回復酵素の活性が品種間で異な
り、この活性の違いがイネの UVB 抵抗性の違いに影響していることが見出されている。
またさらに、イネでは核に 1 コピーでコードされている CPD 光回復酵素が、核、ミトコン
ドリア、葉緑体 3 つの DNA を持つオルガネラに移行して機能する ” tr iple targeting protein”
であることが明らかにされた。これらの結果は、植物が太陽光の下で生きるために獲得し
た重要な紫外線適応戦略の 1 つと考えられる。  
CPD 光回復酵素は、胎生哺乳類を除く幅広い種で保有されているが、そのアミノ酸の相
同性により Class I 型と Class II 型に分類され、イネをはじめとする植物は Class II 型に属




予測プログラムである Target P や PSORT などのソフトを用いても、イネの CPD 光回復酵
素にはオルガネラ移行が推定される既知の移行シグナル配列は見いだせず、CPD 光回復酵
素のオルガネラへの移行メカニズムは不明である。本研究では、進化の過程で植物は CPD








イネ CPD 光回復酵素の全長と GFP の融合タンパク質の局在がイネにおいてどのように局
在しているのかを確認するために、イネ CPD 光回復酵素の全長と GFP の融合タンパク質
が恒常的に発現するイネを作製した。その結果、イネにおいて CPD 光回復酵素は GFP と
融合した場合でも、核・ミトコンドリア・葉緑体 3 つのオルガネラに局在していることを





用いて、一過的発現解析の予備実験を行った。その結果、イネ CPD 光回復酵素と GFP の
融合タンパク質は核ではその蛍光が確認できるものの、葉緑体、ミトコンドリアでは確認
することが出来なかった。なお、イネ CPD 光回復酵素のみを CPD 光回復酵素欠損体シロ
イヌナズナ  (uvr2-1)  に導入した組換え体では、核、葉緑体、ミトコンドリアで CPD 光回
復酵素の活性が確認できたことから、GFP によってイネ CPD 光回復酵素の局在性がシロイ
ヌナズナ等では、阻害されている可能性が考えられた。そこで、イネ葉を材料とした一過
的発現解析の実験条件を検討したところ、吸水後 5 日目のイネの第 1 葉にパーティクルガ
ンを用いて一過的発現のコンストラクトを導入することで、蛍光観察が可能であったため、
イネ第 1 葉を用いてイネ CPD 光回復酵素の全長と GFP の融合タンパク質を導入した。そ
の結果、核・ミトコンドリア・葉緑体で GFP の蛍光が観察され、イネにおいての GFP の
一過的過剰発現解析が行えることが分かった。そこでまず、イネ CPD 光回復酵素全長の N
末端（ 1-228）、C 末端（ 385-506）部分配列に GFP を融合させたコンストラクトを一過的に
過剰発現させたところ、大変興味深いことに、 C 末端部分配列 GFP コンストラクト
（C3 8 5 - 5 0 6-OsPHR-GFP）においてミトコンドリアと核で GFP の蛍光が観察された  (図 2、
No.2)。なお、N 末端部分配列 GFP コンストラクト（N1 - 2 2 8-OsPHR-GFP）では、核、ミトコ
ンドリア、葉緑体のいずれでも融合タンパク質の局在は認められなかった  (図 2、No.1)。
そこで、C 末端領域に存在すると想定された核、ミトコンドリアの移行シグナル配列に焦
点を絞り、デリーション解析、アミノ酸置換による解析を進めた。その結果、①核の移行
シグナル配列は 487-489 番目のアミノ酸  (KKR)、②ミトコンドリア移行に関わる配列は、
図 1. イネ CPD 光回復酵素全長と GFP 融合  
タンパク質を過剰発現させたイネ  
核・ミトコンドリア・葉緑体 3 つのオルガネラ  
に CPD 光回復酵素が局在している。  



















行シグナル配列は C 末端の 487-489 アミノ酸であること、ミトコンドリア移行シグナル配
列は N 末端側には存在せず、C 末側の 391-401 アミノ酸であることが強く示唆された。  
 
考察  
本研究では核・ミトコンドリア・葉緑体 3 つのオルガネラに移行するイネ CPD 光回復酵
素の核とミトコンドリア移行シグナル配列を同定した。核移行シグナル配列は C 末 487-489
番目のアミノ酸配列  (KKR) であり、この配列は一般的に核移行に関わると言われている
アミノ酸で構成されており、他の植物においても、C 末端領域に高く保存されていた。一
方、イネ CPD 光回復酵素のミトコンドリア移行シグナル配列は、C 末側の 391-401 アミノ
酸  (MHGFMRMYWAK) であると同定された。この配列は、データベース検索の結果から、
CPD 光回復酵素特有の配列であることが分かった。さらに大変興味深いことに、イネ CPD
No.3  C 末 391-401 番目のアミノ酸と GFP 
図 2.  CPD 光回復酵素の部分配列と GFP を一過的に  
導入したイネ  
No.2 と No.3 は、ミトコンドリアマーカーの  
mtDsRed と GFP の蛍光が共局在している。  









酵素の N 末端に特異的な抗体  (2-16 ア





CPD 光回復酵素には、N 末端が存在して  
No.1  N 末 1-228 番目のアミノ酸と GFP 
核・ミトコンドリア・葉緑体には局在していない。  
No.2  C 末 385-506 番目のアミノ酸と GFP 
光回復酵素のミトコンドリア移行シグナル配列の領域は CPD 光回復酵素の CPD 結合部位






移行シグナル配列は、Class I 型に属する CPD 光回復酵素には保存されておらず、一方 Class 
II 型に属する CPD 光回復酵素では、グラム陰性の真正細菌である粘性細菌  (Myxococcus 
xanthus)  を除き、高度に保存されていることが分かった  (図 3)。これらの結果は、イネが
保有する CPD 光回復酵素ミトコンドリア移行シグナル配列は、進化の過程において、Class 





図 3.  CPD 光回復酵素の系統樹とミトコンドリア移行シグナル配列部位  
論文審査結果の要旨 
 
紫外線 B（UVB）が誘発する DNA 損傷の一つであるシクロブタン型ピリミジン二量体
（CPD）は、植物の UVB による生育障害の主要因であり、CPD を修復する CPD 光回復酵
素 (PHR) の活性の高低はイネの UVB 抵抗性を決定する。PHR は胎生哺乳類を除く原核生
物から真核生物の幅広い種で保有されており、アミノ酸配列の相同性によって Class I 型
と Class II 型に分類されている。Class II 型に属しているイネの PHR は、核に 1 コピーでコ
ードされており、発現後、核、ミトコンドリア、葉緑体に移行して機能する”triple targeting 




列のゲノム比較から、進化の過程で植物は PHR の triple targeting 機能をいつ、どのよう
に獲得したのかその起源を探ることを目的とした。 
イネの PHRの全長 (506アミノ酸)と GFPを融合したタンパク質を導入した組換え体植
物を用いた PHR の局在解析、イネ PHR の部分配列と GFP を融合したコンストラクトによ
る一過的過剰発現解析、さらには単離オルガネラ画分を用いた PHR の局在解析から、核
の移行シグナル配列が 487-489 番目のアミノ酸 (KKR) であること、ミトコンドリアへの




I型の PHRでは保存されておらず、Class II型の PHRにおいてのみ高度に保存されており、




のために CPD 光回復酵素のオルガネラ移行性の獲得がキーとなっていることを示した。 
本研究成果は、自立して研究活動を行うに必要な高度の研究能力と学識を有することを
示している。したがって、高橋さやか女史提出の論文は、博士（生命科学）の博士論文
として合格と認める。 
 
